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@ Herstellung einer Matrix-gebundenen miniaturisierten kombinatorischen Poly- und Oligomerbibliothek 

(§7) Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung 
rations ler kombinatorischer Oligo- und Polymerbibliotheken 
auf festen Substraten. Dabei wird eine etablierte Synthese- 
chemie genutzt. Die Bibliothek wird durch in-situ Synthese 
generiert. Durch Nutzung einer Stempeltechnik ist es mog- 
lich, sehr kieine Loci selektiv mit entsprechenden Reagen- 
zien anzusprechen. Die iaterale Aufiosung kann bei Bedarf 
im Bereich der lithographischen Techniken, wie sie in der 
Mikrosystemtechnik ubiich sind, angesiedelt werden. Mit 
entsprechend geeigneten Synth esealgorhythmen gelingt es, 
eine grofce Zahl molekuiarer Spezies auf kieine Flachen zu 
positionieren. Nach erfolgter Synthese ist die Position jeder 
der synthetisierten molekularen Spezies einzein bekannt. 
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Beschreibung 

Molekulare Wechselwirkungen zwischen Polymeren 
und Liganden spielen eine wichtige Funktion bei biolo- 
gischen Vorgangen. Geringe Anderungen in den physi- 5 
kalischchemischen Eigenschaften von Polymeren und/ 
oder Liganden konnen wesentliche Anderungen in der 
Wechselwirkung zwischen Polymer und Ligand verur- 
sachen. Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften 
eines Liganden sollten idealerweise alle Sequenzvaria- 10 
tionen des Polymers zur Verfugung stehen (Bibliothek). 
Die Wechselwirkung mit den Liganden sollte parallel 
untersucht werden konnen. Dies legt nahe, alle Poly- 
mervariationen auf einer Flache unterzubringen, um 
diese in einem Schritt mit Liganden interagieren zu las- 15 
sen. Damit waren identische Inkubationsbedingungen 
fur alle Molekule gegeben und ein direkter Vergleich 
moglich. Sind spezifische Wechselwirkungen bekannt, 
kann in weiteren Untersuchungen der EinfluB anderer 
Molekule (wie Wirkstoffe) auf spezifische Wechseiwir- 20 
kungen durch gemeinsame Inkubation ermittelt werden. 
Diese Untersuchungen setzen das Vorhandensein einer 
Technologie voraus, die gestattet, kleine Mengen an 
Polymeren gezielt an definierten Stellen eines festen 
Tragers anzubringen. Da bei gegebener Monomerzahl 25 
M die LSnge des Polymers L als Potenz eingeht, gilt fur 
die Gesamtzahl G aller Variationen eines Polymers: G 
= M L . Damit wird klar, das eine Miniaturisierung einer 
solchen Matrix ebenfalls notwendig wird. Dies ist auch 
in Anbetracht der Preise fur die Reagenzien erstrebens- 30 
wert 

Es existieren vielfaltige Bemiihungen Polymerbiblio- 
theken anzulegen. Eine erfolgreiche Realisation dieses 
Vorhabens gelang Mitarbeitern der Firmen Affymax 
und Affymetrix (Combinatorial Chemistry — applica- 35 
tions of light directed chemical synthesis; Jacobs, Jeffrey 
W.; Fodor, Stephen PA.; Trends in Biotechnology, 1994, 
12(1), 19—26). Hierbei wird eine neuartige Syntheseche- 
mie mit lichtsensitiven Schutzgruppen genutzt. Mittels 
geeigneter Masken, wie sie in der Photolithographic 40 
iiblich sind, werden Molekule auf definierten Bereichen 
einer Oberflache aktiviert und so nach und nach Poly- 
mere mit definierten Positionen aufgebaut So ist es be- 
reits gelungen, alle Variationen eines Oligonucleotidoc- 
tamers aufzubauen, was bedeutet, daB 65536 molekulare 45 
Spezies synthetisiert wurden (light generated oligonu- 
cleotide arrays for rapid DNA sequence analysis; Pease, 
Ann Cviani; Solas, Dennis; Sullivan, Edvard J.; Cronin, 
Maureen, T.; Holm Christopher P.; Fodor, Stephen PA.; 
Proa Natl. Acad. ScL USA. (1994), 91(11), 5022-6). 50 
Ebenfalls ist es mittels desselben Verfahrens und licht- 
aktivierbarer Aminogruppen gelungen, Peptidbibliothe- 
ken anzulegen (Light directed combinatorial peptide 
synthesis, Gruber, S.M.; Yu-Pang, P.; Fodor, Stephen 
PA.; Proa Am. Pep. Symp„ 12th (1992), Meeting Date 55 
1991,489-91). 

Ein alternatives Verf ahren zur Herstellung von Oligo- 
nucleotidbibliotheken wurde von Southern und Maskos 
beschrieben (Parallel synthesis and analysis of large 
numbers of related chemical compounds: applications 60 
to oligonucleotides; Southern, Edwin M.; Maskos, Uwe; 
J. Biotechnology (1994), 35(2-3), 217-27) und erfolg- 
reich angewandt Hierbei wurde die herkommliche, aus 
der Festphasensynthese bekannte Chemie angewandt 
Kapillaren wurden auf einem Trager geformt und diese 65 
mit Reagenzien gef uilt Je nach Beladung der Kapillaren 
konnte so ein Nucleotid lokal spezifisch addiert werden. 

Beide Verfahren haben entscheidende Nachteile. Das 
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Verfahren von Affymax erfordert eine spezielle Schutz- 
gruppenchemie, die nicht allgemein gebrauchlich und 
folglich kostenaufwendig und unausgereift ist. Dies 
fuhrt zu Limitationen bei der Lange der zu synthetisie- 
renden Polymere. Weiterhin werden photolithographi- 
sche Synthesetechniken genutzt, die heute Standard in 
der Mikrostrukturtechnik sind Dies macht ein Arbeiten 
im Reinstraum erforderlich, will man hohe raumliche 
Auflosungen erreichen. Nichtsdestotrotz sind physikali- 
sche Grenzen gegeben; selbst unter idealen Bedingun- 
gen sind Auflosungen von < 200 nm nicht zu erwarten 
(X/2). Durch die Nutzung einer photolithographischen 
Apparatur bei jedem Syntheseschritt ist der Synthese- 
aufwand erhoht Somit konnen mit diesem Verfahren 
keine langen Polymere synthetisiert werden; die Rander 
sind nur im Rahmen der photolithographischen Technik 
scharf. 

Das Verfahren von Southern und Maskos bietet zwar 
die Moglichkeit der Nutzung herkommlicher Synthese- 
reagenzien, ist aber hierbei unokonomisch, die Kapilla- 
ren mussen auf voller Lange mit dem Reagenz gefullt 
werden. Auch ist bei Nutzung des beschriebenen Syn- 
thesealgorhythmus die Synthese aller Variationen einer 
Polymerlange unmoglich. Das Verfahren ist im selben 
MaBe, wie das zuvor beschriebene, miniaturisierbar. Al- 
lerdings ist die Mikrostrukturierung des Tragers selbst 
erforderlich. 

Somit besteht ein Bedarf nach einem alternativen 
Verfahren zur Herstellung einer miniaturisierten Poly- 
mer- und Oligomerbank, bei dem die Nachteile der be- 
kannten Verfahren vermieden werden. Die Aufgabe be- 
steht somit in der Bereitstellung eines entsprechenden 
alternativen Verfahrens. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
einer Matrix-gebundenen miniaturisierten kombinatori- 
schen Polymer- und Oligomerbibliothek von Nuklein- 
sauren, Peptiden, Zuckern und anderen chemischen 
Verbindungen, die durch Mehrschrittsynthese herge- 
stelit werden, und Kombinationen daraus, unter Ver- 
wendung eines chemisch inerten Stempels, dessen akti- 
ve Oberflache eine durch den gewahlten Synthesealgo- 
rithmus vorbestimmte Mikrostrukturierung aufweist, 
wodurch ein selektives Ansprechen definierter Loci auf 
einem Substrat ermdglicht wird, und eines Substrats, bei 
dem es sich um einen festen inerten Trager handelt, auf 
dessen Oberflache eine Monoschicht aus einem Linker 
mit einer terminaien geschutzten funktionellen Gruppe 
kovalent gebunden ist, dadurch gekennzeichnet, daB 

a. besagter Stempel in eine Losung enthaltend ein 
fur die Freisetzung der terminaien geschutzten 
funktionellen Gruppen geeignetes Entschutzungs- 
reagenz getaucht wird, 

b. der mit dem Entschiitzungsreagenz benetzte 
Stempel mit dem besagtem Substrat in Kontakt 
gebracht wird, wodurch an den Kontaktflachen die 
terminaien funktionellen Gruppen freigesetzt wer- 
den, 

c. nach Waschen mit einem inerten Ixteungsmittel 
das Substrat mit einem ersten aktivierten chemi- 
schen Baustein uberschichtet wird, wodurch an den 
f reigesetzten terminaien funktionellen Gruppen ei- 
ne Kettenverlangerung durch den besagten chemi- 
schen Baustein erfoigt, 

d. die Synthesefolge der Schritte a-~c beliebig oft 
wiederholt wird, bis die gemaB Synthesealgorith- 
mus gewiinschte Kettenlange hergestellt ist, wobei 
bei jedem Syntheseschritt definierte Loci auf be- 
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sagtem Substrat durch Verwendung von Stempeln 
ink vorbestimmten Mustern angesprochen werden. 

Die kombinatorische Polymerbibliothek befindet sich 
auf einem festen; gegeniiber den bei den Syntheseschrit- 
ten verwendeten Reagenzien inerten Trager (Matrix), 
der selbst nicht mikrostrukturiert sein muB, Es k5nnen 
sowohl ebene Flachen (Abb- 1, Sehritt LI) ais auch mi- 
krostrukturierte genutzt werden. Diese Bedingungen 
werden von jedem der in der Mikrostrukturierung ge- 
brauchlichen Wafer, z. B. Silizium/Siliziumoxid, aber 
auch von entsprechend poliertem Quarzglas, z. B. Su- 
prasil, erfullt Die Oberflache des festen Tr&gers ist iiber 
einen Linker und gegebenenf alls zusatzlich rnit dem er- 
sten chemischen Baustein verbunden (Abb. 1, Schritte 
12 und 1.3). Im folgenden wird ein derartig praparierter 
fester Trager als Substrat bezeichnet. 

Ein Linker ist eine geeignete chemische Verbindung 
zwischen der Trageroberflache und dem ersten chemi- 



aller Polymere und Oligomere moglich, solange diese 
unter den gewahlten Bedingungen stabil sind (z. B. Nu- 
kleinsauren, Peptide, Polysacharide und andere chemi- 
sche Verbindungen; die durch Mehrschrittsynthese her- 
5 gestellt werden, z. B. Polyterpene, usw.). Fiir die Synthe- 
se werden dabei zur Herstellung von Oligonucleotiden, 
Polynucleotiden, Peptiden, Polysacchariden, etc. geeig- 
nete Monomere als chemische Bausteine eingesetzt 
Weiterhin ist auch die Synthese von Mischpolymeren 
io aus solchen chemischen Bausteinen durchfuhrbar; so 
kdnnen z. B. mit einem Nukleinsauretag versehene Gly- 
copeptide aufgebaut werden. Die maximale Lange der 
synthetisierten Ketten ist abhangig von der Schritteffi- 
zienz (Ausbeute) der gewahlten Synthesechemie. 
15 Die Anordnung der Polymere auf der Trageroberfla- 
che resultiert aus dem gewahlten Synthesealgorhyth- 
mus, und dieser ist im Grunde frei wahlbar. Die Polyme- 
re haben eine durch den Stempelalgorhythmus be- 
stimmte Lange und sind auf der Oberflache eindeutig 
schen Baustein. Das Linkermolekul ist frei wahlbar und 20 lokalisierbar. Die Methoden zur Synthese der erwahn- 



richtet sich nach der prospektiven Anwendung. Der Lin- 
ker ist ein polyfunktionelles, insbesondere bifunktionel- 
les Molekul, das mit separaten funktionellen Gruppen 
eine kovalente Bindung mit dem Trager und mit dem 
ersten chemischen Baustein bildet. Das Substrat enthait 
den Linker mit einer terrninalen geschiitzten funktionel- 
len Gruppe. Bei der Auswahl des geeigneten Linkers zur 
Herstellung einer Oligomer- oder Polymerbibliothek ist 
zu beachten, daB die Linker unter den gewahlten Syn 



ten Polymere sind Stand der Technik. 

Das Verfahren zur Herstellung der Polymerbibliot- 
hek gestaltet sich im Detail wie folgt: 
Die Oberflache des Tragers wird gereinigt und vollstan- 
25 dig mit einem geeigneten Linker versehen. Dieser Lin- 
ker tragt an der terrninalen funktionellen Gruppe eine 
abspaltbare Schutzgruppe, oder es wird in einem zu- 
satzlichen Sehritt die gesamte Oberflache mit einem er- 
sten chemischen Baustein mit einer terrninalen ge- 



thesebedingungen stabil sind. Solche Linker werden im 30 schiitzten funktionellen Gruppe besetzt; in beiden Fal- 



Falle der Oligonucleotidsynthese z. B. aus 3-Glycidox 
ypropyltrimethoxysilan oder 3-Aminopropyl-triethox- 
ysilan hergestellt (Chemically Bonded Stationary Phases 
for Aqueous High Performance Exclusion Chromato- 
graphy; Engelhardt, H. and Mathes, D.; Journal of Chro- 
matography, 142 (1977) 31 1 -320). 

Der Linker kann auch bereits den ersten chemischen 
Baustein beinhalten oder wird in einem ersten Synthese- 
schritt mit dem ersten chemischen Baustein verkniipft 
Ein chemischer Baustein ist grunds&tzlich ein an seinen 40 
funktionellen Gruppen geschiitztes, zum Aufbau von 
Oligomeren und Polymeren geeignetes Monomer (z. B. 
CE-Nucleotid-Phosphoramidite, FMoc-Aminosauren, 
eta). Dieser Baustein wird durch Entschutzung (Freiset- 



len ist die Oberflache geschiitzt und kann selektiv lokal 
aktiviert werden. Die Stempel bestehen aus einem che- 
misch inerten Material, das organische Losungsmittel 
adsorbiert, z.B. Poly-di-methyl-siloxan (PDMS), wo- 
35 durch eine ausreichende Menge an Reagenzien zur Ent- 
schutzung spezifischer endstandiger funktioneller 
Gruppen positionstreu auf das Substrat aufgebracht 
werden und so die Kopplungsreaktionen an diesen Posi- 
tionen auf dem Substrat erfolgen. 

Stempel, deren aktive Oberflache ein durch den ge- 
wahlten Synthesealgorithmus vorbestimmtes Muster 
aufweist, werden wie folgt hergestellt Ein Negativ der 
Stempel wird auf zuvor festgelegte Weise in der Photo- 
lackschicht beschichteter Wafer mikrostrukturiert und 



zung) der fur die Kettenverl&ngerung vorgesehenen 45 gereinigt (Abb, 2, Sehritt 2.1). Die Mikrostrukturierung 



funktionellen Gruppe aktiviert und kann so mit geeigne- 
ten Gruppen (z. B. eines zweiten chemischen Bausteins) 
in Wechselwirkung treten. Ein weiter Polymerisations- 
(Kettenveriangerungs-)Schritt wird somit erdffnet, 
wenn die hierfiir notwendige funktionelle Gruppe des 
ersten Bausteins entschutzt wird und so mit einer zuvor 
aktivierten funktionellen Gruppe eines zweiten chemi- 
schen Baustein reagieren kann. Dies erfolgt im erfin- 
dungsgem&Ben Verfahren mit Hilfe eines topologisch 



ermoglicht die Realisation des gewtinschten Syntheseal- 
gorhythmus. Damit wird auch die selektive Ansprache 
von definierten Bereichen auf einer Oberflache moglich. 
Di-methyi-siloxan vermischt mit einem geeigneten Har- 
50 ter wird auf das Negativ gegeben und zur besseren 
Handhabung und zum Schutz vor Kontaminierungen 
mit einer Glasplatte abgedeckt Das ausgehartete 
PDMS ist kovalent an das Deckglas gebunden (Abb, 2, 
Sehritt 2.2), l£Bt sich aber problemlos vom Silizium und 



definierten (mikrostrukturierten), gegeniiber den bei 55 dem verbliebenen Photolack auf dem Stempelnegativ 

den Syntheseschritten verwendeten Reagenzien inerten abziehen (Abb. 2, Sehritt 23). Dieser Vorgang wird ent- 

Stempels, so daB positionstreu nur auf den definierten sprechend wiederholt, bis alle fiir die Synthese notwen- 

(vorbestimmten) Bereichen des Substrats die Entschiit- digen Stempelmuster hergestellt sind. Die Anzahl der 

zung erfolgt (Abb. 1, Sehritt 1.4). Derartige Stempel- fiir die Herstellung einer bestimmten Polymerbibliothek 

techniken sind an sich bekannt (Patterning self assem- eo notwendigen mikrostrukturierten Stempel resultiert aus 

bled monolayers: Applications in Materials Science; dem gewahlten Syntheseaigorhythmus. 

Amit Kumar, Hans A. Biebuyck, George M. Whitesides; Urn einen bestimmten Bereich auf dem Substrat zu 

Langmuir, 1994(10), 1498—1511). Nach erfolgter Ent- aktivieren; wird der hierfur vorgesehene, spezifisch mi- 

schiitzung liegt ein entschutzter Bereich auf der Ober- krostrukturierte Stempel mit dem Entschutzungsrea- 

flache des Substrats vor (Abb. 1, Sehritt 1.5), der mit 65 genz beschichtet (Abb. 2, Sehritt 2.4) und mit dem Sub- 

einem aktivierten chemischen Baustein reagiert (Abb. 1, strat in Kontakt gebracht, d. h. auf das Substrat ge- 

Schritt 1.6). driickt Die dem Stempel exponierten Stellen (Kontakt- 

Nach diesem Verfahren ist prinzipiell die Synthese stellen) auf dem Substrat (Trager mit Linker und termi- 
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naler geschiitzter funktioneller Gruppe oder entspre- 
chend geschiitztem erstem chemischen Baustein, der da- 
mit zu einem Teil des Linkers wird) werden dadurch 
entschutzt (Abb. 2, Schritte 25 und 1.5). Nach Abnahme 
des Stempels und griindlichem Waschen wird die Ober- 
flache des Substrats dem ersten chemischen Baustein; 
dessen zur Reaktion vorgesehene funktionelle Gruppe 
zuvor aktiviert wurde, ausgesetzt Damit wird das Sub- 
strat an den aktivierten Stellen um ein Monomer verlan- 
gert Danach ist die Oberfl&che wieder vollstandig ge- 
schiitzt (Abb. 1, Schritt 1.6). Allen Syntheseschritten ist 
ein Waschschritt mit einem inerten Ldsungsmittel zwi- 
schengeschaltet Die genannten Schritte werden in der 
gleichen Reihenfolge solange wiederholt, bis die ge- 
wiinschte Kettenlange erreicht ist. 

Die Zahi der Orte auf der Oberflache ("Loci"), die 
separat angesprochen werden miissen, ist gleich der 
Zahl der gewunschten Variationen einer Polymerkette. 
Sollen alle Variationen eines Polymers der Lange L her- 
gestellt werden und die Anzahl M an chemischen Bau- 
steinen verwendet werden so ergibt sich fur die Zahl der 
separaten Loci Z: 

Z = M L . Die Zahl der hierzu notwendigen Stempel S 
betragt allerdings nur: S = M x L (Abb. 3). Die MaBe 
der so hergesteliten Polymerbibliothek konnen ausge- 
sprochen klein gehalten werden, da selbst elektronenlit- 
hographisch hergestellte Negative genau kopiert wer- 
den konnen. Damit ist die Grenze fur die Miniaturisie- 
rung der Polymerbibliothek mit der Grenze der Mikro- 
systemtechnik identisch (Microcontact Printing of Self- 
Assembled Monolayers: A flexible New Technique for 
Microfabrication; James L. Wilbur, Amit Kumar, Enoch 
Kirn; George M. Whitesides; Journal of the American 
Chemical Society, 1992(114), 9188—89). Die maximale 
Lange der Polymere ist lediglich abhangig von der ge- 
wahlten Synthesechemie; es kann die gemaB Literatur- 
angaben oder eigenen Erfahrungen am meisten erfolg- 
versprechende genutzt werden. Das Verfahren ist oko- 
nomisch, da die Oberflache bei groBer Varianz der Poly- 
mere klein gehalten werden kann. 

Es ist mogiich, die abgespaltenen Schutzgruppen 
beim Entschiitzen aufzufangen. Ihre Quantifizierung ist 
ein direktes MaB fiir die Schritteffizienz. Denkbar ist 
auch, die terminale Schutzgruppe an der Kette zu belas- 
sen und damit einen Marker zur Mengenbestimmung 
zur Verfugung zu haben. Eine weitere Mdglichkeit be- 
steht in der terminalen Markierung der Synthesepro- 
dukte mit einer fluoreszierenden Gruppe* 

Die Anwendungsgebiete solcher erfindungsgemaB 
herstellbaren Bibliotheken sind ausgesprochen vielfal- 
tig. Beispieie solcher Anwendungsgebiete sind ein mole- 
kulares Screening auf Wechselwirkungen zwischen ver- 
schiedenen Molekulspezies (s. o.) sowie die Sequenzie- 
rung von Nucleinsauren durch Hybridisierung. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Herstellung einer Oiigonucleotidbibliothek mit alien 
Variationen eines Trimers mit den vier natiirlich 
vorkommenden Basen 

Die Gesamtzahl der zu synthetisierenden Oligonu- 
cleotide betragt 64. Jedes der 64 Oligonucleotide ist drei 
Basen lang. 

Der Linker wird wie folgt hergestellt: ein Quarzglas 
wird im Ultraschallbad gereinigt und in eine 25°/oige 
Losung von 3-Glycidoxypropyl-trimethoxysilan in Xylol 
enthaltend eine katalytische Menge an N-Ethyldiisopro- 
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pylamin getaucht; das GefaB wird dicht abgeschlossen 
und 8 h bei 80° C gehalten. Danach wird in Xylol und 
Ethylenglycol gewaschen. Das Glas wird in Ethylengly- 
col gestellt und der pH-Wert der Losung durch Zugabe 
5 von Schwefelsaure auf 5 eingestellt; die Reaktion dauert 
8 h bei 80° C. Nach AbschluB der Reaktion wird das Glas 
grundlich mit Methanol und Diethylether gewaschen 
und im Trockenofen getrocknet (Chemically Bonded 
Stationary Phases for Aqueous High Performance Ex- 
io elusion Chromatography, Engelhardt, H. and Mathes, D., 
Journal of Chromatography, 142 (1977) 311—320). Da- 
mit befindet sich auf dem Glas eine Monoschicht aus 
Hydroxyethyloxyethyioxypropyl-siloxan, die bereitwil- 
lig mit Tetrazolyl Nucleotidphosphoramiditen (aktivier- 

15 ter chemischer Baustein) reagiert Alle folgenden Her- 
stellungsschritte werden bei Raumtemperatur und unter 
trockenem Schutzgas durchgefuhrt, da die genutzten 
Reagenzien f euchtigkeitsempfindlich sind (z. B. in einem 
Laborzelt (Atmosbag), das mit Argon befullt wird). Ein 

20 beliebiges FOD (fast oligonucleotide deprotection)-Nu- 
cleotid-Phosphoramidit (z. B. FOD-dG-CE-Phosphora- 
midit), dessen 5'OH-Gruppe mit Dimethoxytrityl(DMT) 
geschutzt ist, wird zu gleichen Teilen in Acetonitril und 
Tetrazol gelost, so daB eine 0.1 M Losung eines aktivier- 

25 ten Nucieotidphosphoramidits vorliegt Diese Losung 
wird auf das zuvor mit Acetonitril gewaschene Glas fur 
30Minuten gegeben. Nach Waschen mit Acetonitril 
wird mittels einer 0.02 M Jod-Losung (in Tetrahydrofu- 
ran; Pyridin und Wasser) das Phosphit zum Phosphat 

30 oxidiert und danach grundlich mit Acetonitril gewa- 
schen. Damit liegt eine Di-methoxy-trityl-geschutzte 
Oberflache auf dem Glas vor. 

Die Stempel werden nach dem in den Abb- 2 und 3 
dargestellten Algorhythmus hergestellt und angewandt 

35 Jeder Synthesezyklus beinhaltet einen Stempelschritt 
und besteht aus einem einheitlichen Procedere: 1.) Wa- 
schen mit Dichlormethan (0.5 min), 2.) Entschiitzen der 
5'-Hydroxylgruppe (Detritylierung, 5 min) mit 2% Tri- 
chloressigsaure (TCA) in Dichlormethan; erfolgt mit 

40 dem Stempel, 3.) mehrmaliges Waschen mit Acetonitril 
(jeweils 2.5 min), 4.) Kondensation (Zugabe von Tetra- 
zolyi-Nucleotid-Phosphoramidit, 5 min), Kopplung er- 
folgt nur an zuvor entschutzten Stellen; 5.) Waschen mit 
Acetonitril (2.5 min), 6.) Oxidation mit 0.02 M Jod in 

45 Tetrahydrofuran,Pyridin und Wasser (5 min), 7.) Wa- 
schen mit Acetonitril (2 min). Damit ist ein Synthesezy- 
klus abgeschlossen. 

Die verwendeten Losungen und Reagenzien sind 
Standard in der FOD-Phosphoramidit-Nucleotidsynthe- 

50 se (Models 392—394 DNA/RNA Synthesizers, Users 
Manual, ABI, 1992). Die Waschlosungen werden iiber 
die Oberflache kontinuierlich gespiilt, die Reagenzien 
verbleiben auf der Oberflache fiir die angegebene Zeit. 
Nach den ersten vier Stempelschritten sind vier Oli- 

55 gonucleotide mit der Lange 1 synthetisiert Nach vier 
weiteren Stempelschritten sind 16 Oligonucleotide der 
Lange 2 synthetisiert, und nach weiteren vier Stem- 
pelschritten sind 64 Oligonucleotide der Lange 3 synthe- 
tisiert. Die terminalen Schutzgruppen werden mit 

60 2°/oiger TCA abgespalten, vorhandene Schutzgruppen 
der exocyclischen Aminogruppen der Basen (Dimethyl- 
formamid-Gruppe bei Adenosin und Guanosin und Iso- 
butyryl-Gruppe bei Cytidin, Thymidin besitzt keine exo- 
cyclische Aminogruppe) und am Phosphat (P-Cyanoet- 

65 hyl-Gruppe) werden mit konzentrierter Ammoniak-L6- 
sung abgespalten (1 h bei 55° C oder 8 h bei Raumtem- 
peratur). Der verwendete Linker ist bei alien Schritten 
stabil, so daB nach vollstandiger Entschiitzung die Oli- 
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gonucleotide am TrSger verbleiben. Damit ist die Oligo- 
nuclotid-Trimer-Bibliothek hergestellt Die Ausbeute 
wird durch Absorptionsmessungen der abgespaltenen 
DMT-Gruppen bestimmt und ist nahezu quantitativ. 

5 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer Matrix-gebun- 
denen miniaturisierten kombinatorischen Polymer- 
und Oligomerbibliothek von Nukleinsauren, Pepti- io 
den, Zuckern und anderen chemischen Verbindun- 
gen, die durch Mehrschrittsynthese hergestellt wer- 
den; und Kombinationen daraus, unter Verwen- 
dung eines chemisch inerten Stempels, dessen akti- 
ve Oberf&che eine durch den gewahlten Synthese- 15 
algorithmus vorbestimmte Mikrostrukturierung 
aufweist, wodurch ein selektives Ansprechen defi- 
nierter Loci auf einem Substrat ermoglicht wird, 
und eines Substrats, bei dem es sich urn einen festen 
inerten Trager handelt, auf dessen Oberflache eine 20 
Monoschicht aus einem Linker mit einer termina- 
len geschiitzten funktionellen Gruppe kovalent ge- 
bunden ist, dadurch gekennzeichnet, daS 

a. besagter Stempel in eine Losung enthaltend 
ein fOr die Freisetzung der terminalen ge- 25 
schiitzten funktionellen Gruppen geeignetes 
Entschutzungsreagenz getaucht wird, 

b. der mit dem Entschutzungsreagenz benetzte 
Stempel mit dem besagtem Substrat in Kon- 
takt gebracht wird, wodurch an den Kontakt- 30 
flachen die terminalen funktionellen Gruppen 
freigesetzt werden, 

c. nach Waschen mit einem inerten Losungs- 
mittel das Substrat mit einem ersten aktivier- 
ten chemischen Baustein iiberschichtet wird, 35 
wodurch an den freigesetzten terminalen funk- 
tionellen Gruppen eine Kettenverlangerung 
durch den besagten chemischen Baustein er- 
folgt, 

d. die Synthesefolge der Schritte a— c beliebig 40 
oft wiederholt wird, bis die gemaB Syntheseal- 
gorithmus gewiinschte Kettenl&nge herge- 
stellt ist, wobei bei jedem Syntheseschritt defi- 
nierte Loci auf besagtem Substrat durch Ver- 
wendung von Stempeln mit vorbestimmten 45 
Mustern angesprochen werden. 

2. Verfahren gem&B Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der chemische Baustein ein an seinen 
funktionellen Gruppen geschutztes, zum Aufbau 
von Oligomeren und Polymeren geeignetes Mono- 50 
mer ist 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als chemischer Baustein ein zur Her- 
stellung von Oligonucleotiden, Polynucleotide^ 
Peptiden, Polysacchariden oder entsprechenden 55 
Mischpolymeren geeignetes Monomer eingesetzt 
wird. 
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Abbildung 1) SCHEMATISCHE DARSTELLUNG EINES 
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Abbildung 2) HERSTELLUNG DES STEMPELS 
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Abbildung 3) Beispie! fur die Synthese eines 
Oiigonucleotidtrimers mittels der Stempeltechnik 
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